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Plazentaler-Wachstumsfaktor (P1GF> als bi n chemischer Marker bei kardiovaskularen 

Erkrankungen 

Die Erfindung betrifft einen neuen Marker der vaskulSren Entzundung als Werkzeug zur Dia- 
gnose und deren Prognose in Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen. Der Marker dient 
weiterhin als ein Werkzeug, das die Auswahl von Wirkstoffen zur Behandlung solcher Er- 
krankungen erleichtert und schlieBlich als Ansatzpunkt fur die Behandlung von kardiovasku- 
laren Erkrankungen. Weiterhin betrifft die Erfindung die Erstellung eines individuellen Risi- 
koprofils von negativen Vorgangen, die mit dem Fortschreiten der Arteriosklerose zusam- 
menhangen. 

Hintererund der Erfindung 

Kurzliche Fortschritte in der Grundlagenforschung haben eine fundamentale Rolle fur die 
Entzundung bei der Vennitdung aller Phasen der Arteriosklerose, von ihrem Beginn ilber 
Fortschreiten und, letztendlich, den thrombotischen Komplikationen von arteriosklerotischen 
Lasionen etabliert [1-4]. Die aus dem Zusammenhang zwischen Entzundung und Arterioskle- 
rose erhaltenen Ergebnisse bUden die Rationale zur Verwendung von zirkuUerenden Entziin- 
dungsmarkern als potentielle pradiktive Instrumente bei Patienten mit akuten Koronarsyn- 
dromen. In der Tat gehen erhShte Spiegel von Entziindungsmarkern, wie zum Beispiel hoch 
sensitives C-reaktives Protein (hsCRP), Serum Amyloid A, und Interleukin-6 (IL-6) nicht nur 
allgemein mit akuten Koronarsyndromen einher [5,7], sondern - was wichtiger ist - kfinnen 
auch eine Aussage ttber den klinischen Ausgang von Patienten mit akuten Koronarsyndromen 
vorhersagen [6, 8, 11]. Obwohl das "klassische" akute Phase Protein hsCRP als der am mei- 
sten versprechende Biomarker fur klinische Zwecke angesehen wird, besteht eine substanti- 
elle Heterogenic im Hinblick auf die Pravalenz von erhfihten hsCRP Spiegeln in Patienten 
mit akuten Koronarsyndromen [12]. 

So zeigen mehr als 30 % der Patienten mit schwerer instabiler Angina keine erhohten hsCRP 
Spiegel [6, 9]. Darttber hinaus konnen individuelle Unterschiede im AusmaB der Response 
auf bestimmte entzundUqhe StimuU mSglicherweise die Spiegel der "stromabwarts" akute- 
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Phase Reaktanten, wie hsCRP beeinflussen [13, 14]. Daher besteht immer noch eine wichtige 
Herausforderung darin, proximale Stimuli fOr vaskulare Entzttndung zu identifizieren, die als 
Risoko-vorhersagende Serummarker in Patienten mit koronarer Arteriosklerose verwendet 
werden k6nnen. 

Die Etablierung der korrekten Diagnose, verbunden mit einer geeigneten Behandlung von 
Patienten mit instabilen koronaren Herzerkrankungen kann eine Herausforderung sein. Der 
AusschluB von akuten Myokardinfarkten nach heutigen Standards ist nicht zufriedenstellend. 
In den letzten Jahren hat eine Konzentration auf die Risikostratifizierung und Steuerung der 
Behandlung stattgefunden mit dem Ziel, Patienten zu identifizieren, bei denen das Risiko be- 
steht, lebensbedrohliche kardiologische Ereignisse zu entwickeln, und die vor allem von ver- 
besserten therapeutischen und intervenierenden Strategien profitieren (Hamm CW, Bertrand 
M, Braunwald E. Lancet 2001; 358:1533-8). Das EKG hat in dieser Hinsicht nur begrenzte 
prognostische Relevanz, da bedeutende Abnormitaten selten sind und ihr Nachweis wenig 
empfindlich und spezifisch ist (Kaul P, Fu Y, Chang WC, et al., J Am Coll Cardiol 2001; 
38:64-71 und Savonitto S, Ardissino D, Granger CB, et al. JAMA 1999; 281:707-13). 

Deshalb haben sich Marker einer Nekrose von Myokardzellen, vor allem kardiale Troponine, 
zu wertvollen Werkzeugen bei der Evaluierung von Patienten mit akuten koronaren Syndro- 
men entwickelt (Hamm CW, Braunwald E. Circulation 2000; 102:118-22). Troponine sind 
allerdings nicht aktiv an der Pathophysiologic akuter koronarer Syndrome beteiligt, sondem 
stellen eher eine Art Surrogat-Marker fur die fragile Thrombusbildung dar (Lindahl B, Dider- 
holm E, Lagerqvist B, Venge P, Wallentin L. J Am Coll Cardio. 2001; 38:979-86, Heeschen 
C, van Den Brand MJ, Hamm CW, Simoons ML. Circulation 1999; 100:1509-14; Benamer 
H, Steg PG, Benessiano J, et al.. Am Heart J 1999; 137:815-20). 

Entzundungsmarker, welche die Aktivitat der Erkrankung bestimmen, mSglichst bevor eine 
Myokardnekrose auftritt, konnten wichtige zusatzliche Informationen fur die diagnostische 
und therapeutische Stratifizierung bei Patienten mit akuten Koronarsyndromen darstellen. Die 
spezifische therapeutische Inhibierung von Cytokinen, die fttr die Plaque-Stabilitat wesentlich 
sind, mag eine neue Behandlungsstrategie fur Patienten mit instabiler und stabiler koronarer 
Herzerkrankung sein. 
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Ein zuverlSssiger biochemischer Marker der Entziindung in diesem Zusammenhang wurde 
aber bis heute nicht identifiziert. 

Von Plazenta-Wachstumsfaktor (PIGF), einem Mitglied der vaskularen-Endothel- 
Wachstumsfaktor-FamiUe (VEGF-Familie) von Wachstumsfaktoren, wurde kiirzUch gezeigt, 
daB dieser in frtthen und fortgeschrittenen arteriosklerotischen LSsionen hoch-reguliert ist. 

Die US 6,225,088 beschreibt PIGF im Zusammenhang mit proliferativen Erkrankungen, wo- 
hingegen in der WO 92/06194 PIGF als angiogenetischer Faktor beschrieben wird. 

De Falco et al. (De Falco S, Gigante B, Persico MG. "Structure and function of placental 
growth factor" Trends Cardiovasc Med 2002 Aug;12(6):241-6) beschreiben den Zusammen- 
hang beeintrachtigter Angiogenese und Arteriogenese wabrend pathologischer Zustande, wie 
zum Beispiel Ischamie und Tumorbildung in Mausen. Dabei wird PIGF als ein wesentlicher 
Faktor fur die Angiogenese unter pathologischen Bedingungen beschrieben. PIGF wird als 
alternatives Ziel fur eine angiogenetische Therapie vorgeschlagen. 

Luttun et al. (Luttun A, Tjwa M, Moons L, Wu Y, AngeUllo-Scherrer A, Liao F, Nagy JA, 
Hooper A, Priller J, De Klerck B, Compemolle V, Daci E, Bohlen P, Dewerchin M, Herbert 
JM, Fava R, Matthys P, Carmeliet G, Collen D, Dvorak HF, Hicklin DJ, Canneliet P. Reva- 
scularization of ischemic tissues by PIGF treatment, and inhibition of tumour angiogenesis, 
arthritis and atherosclerosis by anti-Fltl Nat Med 2002 Aug;8(8):83 1-40) beschreiben thera- 
peutische Verfahren von PIGF und Flt-1 im Rahmen der Angiogenese. Weiterhin wird be- 
schrieben, daB Hemmung von PIGF das Wachstum und die Verletzlichkeit von arteriosklero- 
tischen Plaques verringert. 

Oura et al. (Oura H, Bertoncini J, Velasco P, Brown LF, Carmeliet P, Detmar M. A critical 
role of placental growth factor in the induction of inflammation and edema formation. Blood 
2003 Jan 15;101(2):560-7) beschreiben die Rolle von PIGF bei kutaner Entziindung und An- 
giogenese.. Weiterhin werden die Effekte von erhShten und verringerten Spiegeln von PIGF 
und deren Vergleich mit dem Status der Entzundung beschrieben. 



Im Hinblick auf das oben Genannte ist es somit eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ei 
Verfahren zur Verftlgung zu stellen, mit dem das Risiko, ein kardiovaskular nachteiliges Ei 



eignis, bedingt durch Koronarthrombose, mit Hilfe eines individuellen Risikoprofils abge- 
schatzt werden kann. Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist weiterhin, ein Verfahren zur 
Evaluierung der Wahrscheinlichkeit, dafi eine Behandlung mit einem Wirkstoff zur Hem- 
mung des plazentalen Wachstumsfaktors (P1GF) von Vorteil ist, zu entwickeln. Mit Hilfe die- 
ses Verfahren soli der behandelnden Arzt besser als bisher in die Lage versetzt werden, ge- 
eignete Mafinahmen auswShlen zu konnen, urn den Patienten positiv zu beeinflussen und/oder 
ein nachteiliges Ereignis zu verhindern oder zumindest in seiner Schwere fur den betroffenen 
Patienten zu vermindern. 

GemaB der Erfindung wird eine erste Aufgabe durch ein Verfahren zur Analyse von biologi- 
schen Proben in Zusammenhang mit kardiovaskularen Erkrankungen gelost. Das erfindungs- 
gemaBe Verfahren umfafit die Schritte von: (a) Gewinnung einer zu untersuchenden biologi- 
schen Probe von einem Patienten; (b) Inkubieren der Probe mit einem oder mehreren Mole- 
kulen, die spezifisch an P1GF binden; (c) Nachweisen und/oder quantifizieren von P1GF in der 
Probe unter Verwendung immunologischer Methoden; und (d) Vergleichen des fur die zu 
untersuchende Probe erhaltenen Ergebnisses mit einem Referenzwert und/oder dem Ergebnis 
einer Referenzprobe. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wurde P1GF als ein Marker der vaskula- 
ren Entzttndung ideritifiziert, der unabhangig ist und dem pra'diktiven Wert von CRP uberle- 
gen ist. Es zeigte sich, dali die P1GF Serumspiegel die von herkommlichen Entziindungsmar- 
kern in akuten Koronarsyndromen erhaltene pradiktive und prognostische Information signi- 
fikant erweitern. Ein erhOhtes Risiko von Herzpatienten mit hohen PIGF-Konzentrationen, die 
standardmaBig therapiert wurden, wurde durch die zusStzliche Behandlung mit einem Glyco- 
protein ITb/ma-Inhibitor aufgehoben. Die Messung von P1GF bei Patienten mit instabiler ko- 
ronarer Herzerkrankung liefert wichtige EinbUcke in die Aktivitat der Erkrankung, das kar- 
diale Risiko und die Wirkung einer Behandlung mittels Glycoprotein Ilb/IIIa-Hemmung 
durch z.B. Abciximab. 

Bevorzugt ist ein erfindungsgemafies Verfahren, wobei die zu untersuchende Probe und/oder 
die Referenzprobe aus einem Saugetier, insbesondere aus dem Menschen, stammen. Weiter. 
bevorzugt ist ein erfindungsgemSBes Verfahren, wobei die zu untersuchende Probe und/oder 
die Referenzprobe ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus peripherem Blut oder Frak- 
tionen davon und Zellkultur-Suspensionen oder Fraktionen davon. Bevorzugt ist weiterhin, 
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dafi die untersuchende Probe und/oder Referenzprobe Blutserum oder Blutplasma ist Beson- 
ders bevorzugt ist peripheres Vollblut als zu untersuchende Probe und/oder Referenzprobe. 

GemaB einem weiteren Aspekt des erfindungsgemafien Verfahrens kann die zu untersuchende 
Probe und/oder die Referenzprobe vorbehandelt sein, wobei dem peripheren Blut z.B. ein 
Gerinnungshemmer, insbesondere Heparin, zugesetzt wird. 

Ein wesentlicher Aspekt des erfindungsgemafien Verfahren ist die Inkubation der Probe mit 
einem oder mehreren Molektilen, die spezifisch an P1GF oder einen Teil davon binden. Diese 
Molektile konnen aus einer sehr grofien Vielzahl von fur P1GF spezifischen Molekulen aus- 
gewahlt sein. Bevorzugt ist, dafi die an P1GF bindenden Molektile ausgewahlt sind aus der 
Gruppe bestehend aus Antik6rpem, die spezifisch gegen P1GF oder gegen Teile davon ge- 
richtet sind, oder Teilen oder Fragmenten davon und einem PIGF-Rezeptor oder Teilen da- 
von. Besonders bevorzugt ist ein erfindungsgemafies Verfahren, wobei die Antikorper, Teile 
oder Fragmente davon polyklonale Antikorpern, monoklonale AnukSrpern, Fab-Fragmente, 
scFv-Antik6rper und Diabodies umfassen. 

GemaB eines weiteren Aspekts des Verfahrens der vorliegenden Erfindung k6nnen die Kom- 
ponenten bei der Durchfuhrung des Verfahrens an eine feste Phase gebunden vorliegen, somit 
konnen die an einen Marker bindenden Molekiile in L6sung oder Matrix-immobilisiert vor- 
liegen. Als Matrices konnen eine Vielzahl von dem Fachmann bekannten Materialien ver- 
wendet werden, wie zum Beispiel Harz-Matrices und/oder herkSmmliche Saulenmatrices. 
Besonders bevorzugt ist weiterhin ein erfindungsgemafies Verfahren, bei dem die an einen 
Marker bindenden Molektile an eines oder mehrere Detektionsmolekttle aus der Gruppe be- 
stehend aus Fluoresceinthioisocyanat, Phycoerythrin, Enzymen (zum Beispiel Meerrettich- 
Peroxidase) und magnetisches Bead gekoppelt sind. 

GemSB einem weiteren Aspekt des erfindungsgemafien Verfahrens kSnnen die an P1GF bin- 
denden Molektile mit einem Antikorper, an den eine oder mehrere Detektionsmolektile ge- 
koppelt sind, nachgewiesen werden. Es handelt sich somit urn einen indirekten Nachweis der 
Bindung des Molektils. Solche zweistufigen Nachweise sind dem Fachmann zum Beispiel aus 
der anti-Antik8rper-Nachweistechnik bestens bekannt. 



GemaB einem weiteren Aspekt des Verfahrens gemaB der vorUegenden Erfindung k5nnen zur 
Analyse der Probe immunzytologische Verfahren angewandt werden. Dabei sind aUe Verfah- 
ren geeignet, die eine spezifische Bestimmung anhand der PIGF/Molekffl-Interaktion erlau- 
ben. Bevorzugt sind Verfahren, die ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus Sandwich- 
Enzym-Immuntest, ELISA und Festphasen-Immuntests. 

Die fiir die zu untersuchende Probe ermittelten Ergebnisse werden ublicherweise mit einer 
Referenzprobe vergUchen. Welche Probe als Referenzprobe dienen kann, wird insbesondere 
yon der Art der untersuchten Probe und der Krankengeschichte des Individuums, aus dem die 
zu untersuchende Probe stammt, abhangen. Bevorzugt ist ein erfindungsgemaBes Verfahren, 
bei dem die Referenzprobe aus einem oder dem Mittelwert mehrerer Saugetiere stammt, in 
dem/in denen eine kardiovaskulare Erkraiikung ausgeschlossen wurde. Dies muB aber nicht 
zwangsiaufig so sein, wenn z.B. das Fortschreiten einer Erkrankung bestimmt werden soil, 
kann auch eine „alte" Probe desselben Patienten als Referenzprobe verwendet werden. Dem 
Fachmann ist offensichtlich, welche Proben als Referenzprobe fur das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren geeignet sind. 

GemaB einem weiteren bevorzugten Verfahren betrSgt der PIGF-Referenzwert und/oder das 
Ergebnis einer Referenzprobe > 24,9 ng/1 (95% Konfidenz). Besonders bevorzugt betragt der 
Referenzwert und/oder das Ergebnis einer Referenzprobe > 27,0 ng/1 bis > 27,3 ng/1 (99% 
Konfidenz) 

GemaB einem weiteren Aspekt des Verfahrens gemaB der vorUegenden Erfindung konnen die 
zu diagnostizierenden und/oder prognostizierenden und/oder deren Therapie zu uberwachen- 
den kardiovaskularen Erkrankungen ausgewahlt sein aus der Gruppe bestehend aus stabiler 
und instabiler Angina, Myokardinfarkt, aktuem Herzsyndrom, koronarer Arterienerkrankung 
und Herzinsuffizienz. Es soU jedoch nicht ausgeschlossen werden, daB sich das erfindungs- 
gemaBe Verfahren noch fiir weitere kardiologische Erkrankungszustande eignet und anwen- 
denlaBt. 

Ein weiterer Aspekt der vorUegenden Erfindung betrifft einen diagnostischen Kit, wobei der 
Kit Mittel zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens, unter Umstanden zusammen 
mit weiteren Komponenten und/oder Hilfsstoffen umfaBt. Solche Mittel sind bevorzugterwei- 
se mindestens ein Antikorper zum Nachweis von P1GF und Mittel zur anschUeBenden Quanti- 
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fizierung von P1GF. Der Kit kann auBerdem andere Komponenten und/oder Enzyme zur 
DurchfUhrung der Verfahren der vorUegenden Erfindung, z.B. Gebrauchsanweisungen zur 
Interpretation der Ergebnisse des Tests im Hinblick auf das Risikoprofil des Patienten und 
entsprechende GegenmaBnahmen und Therapievorschlage enthalten. 

Bevorzugt ist, das erfindungsgemaBes Verfahren mit Hilfe eines einen diagnostischer Kits 
durchzufuhren, der Gold-markierte polyklonale Maus-Indikatorantik6rper, biotinyUerte poly- 
klonale Nachweisantikorper und eine Testvorrichtung, umfassend ein Fiberglas-Vlies, um- 
faBt. 

Ein weiterer Aspekt der vorUegenden Erfindung betrifft somit die Verwendung des erfin- 
dungsgemSBen Verfahrens zur Diagnose und/oder Prognose kardiovaskularer Erkrankungen 
und/oder zur Oberwachung von deren Therapie. Dies geschieht durch die quantitative und 
kritische Bestittimung von P1GF. Aufgrund des daraufhin erstellbaren Risiokoprofils konnen 
dann geeignete GegenmaBnahmen durch den behandelnden Arzt durchgefuhrt werden, um 
den Patienten positiv zu beeinflussen und das nachteilige Ereignis zu verhindern oder zurnin- 
dest in seiner Schwere fur den betroffenen Patienten zu vermindern. Eine solche Therapie 
kann erfindungsgemaB zunachst die Verabreichung von Inhibitoren des Flt-1-Rezeptors um- 
fassen, weiter bevorzugt aber auch die Verabreichung von Inhibitoren des Glycoprotein 
Ilb/in-Rezeptors, insbesondere Abciximab, umfassen. Dem Fachmann sind jedoch weitere 
mogliche Therapien bekannt, um kardiovaskulare Erkrankungen zu therapieren, die nach her- 
kSmmlichen Schemata erfolgen kSnnen. So sagt der Marker P1GF in Patienten mit instabiler 
Koronar-Herzerkrankung den Behandlungseffekt der Glycoprotein Ilb/ni-Inhibierung mit, 
z.B„ Abciximab voraus. Das erhShte kardiale Risiko von Patienten mit hohen P1GF Spiegeln, 
die Standardtherapie erhielten,. wurde durch die zusatzliche Behandlung mit einem Glyco- 
protein nb/HIa-Inhibitor verringert. 

Die pro-inflammatorischen.Effekte von P1GF kfinnen spezifisch durch Blockieren seines Re- 
zeptors Flt-1 inhibiert werden und stellen eine neue anti-inflammatorische therapeutische Op- 
tion in Patienten mit Koronar-Arterienerkrankung zur VerfUgung. 

In einer fruheren Analyse einer Untergruppe von Patienten der CAPTURE-Studie wurde ge- 
zeigt, daB eine zusatzUche Behandlung mit dem Glycoprotein nb/IHa-Rezeptor-Antagonisten 
Abciximab das erhdhte Risiko Troponin-positiver Patienten auf das MaB von Troponin- 



-8 



negativen Patienten reduziert (Hamm CW, Heeschen C, Goldmann B, et al.; N Engl J Med 
1999; 340:1623-9). Diese Patienten stellen ungefahr 1/3 der Patienten mit akuten Koronar- 
syndromen dar (Hamm CW, Braunwald E; Circulation 2000; 102:1 18-22; Antman EM, Tana- 
sijevic MJ, Thompson B, et al; N Engl J Med 1996; 335:1342-9; Ohman EM, Armstrong PW, 
Christenson RH, et al.; N Engl J Med 1996; 335:1333-41; Hamm CW, Ravkilde J, Gerhardt 
W, et al.; N Engl J Med 1992; 327:146-50; Hamm CW, Goldmann BU, Heeschen C, Krey- 
mann G, Berger J, Meinertz T; N Engl J Med 1997; 337:1648-53). Ahnliche Befunden hin- 
sichtiich Troponin T und Troponin I ergaben sich spater aus anderen Studien (Newby LK, 
Ohman EM, Christenson RH, et al.; Circulation 2001; 103:2891-6; Januzzi JL, Chae CU, Sa- 
batine MS, Jang IK; J Thromb Thrombolysis 2001; 11:211-5; Heeschen C, Hamm CW, 
Goldmann B, Deu A, Langenbrink L, White HD; Lancet 1999; 354:1757-62), und anschlie- 
Bend wurden Troponine in die neuen Richtlinien aufgenommen als Teil der Risikostratifizie- 
rung bei Patienten mit akuten Koronarsyndromen (Hamm CW, Bertrand M, Braundwald E; 
Lancet 2001; 358:1533-8; Braunwald E, Maseri A, Armstrong PW, et al.; Eur Heart J 1998; 
19:D22-30). 

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie etablieren den P1GF Serumspiegel als eine neue wirk- 
same unabhangige prognostische Determinante des klinischen Ausgangs bei Patienten mit 
akuten Koronarsyndromen. Besonders zu bemerken ist, dafi in Patienten mit niedrigen hsCRP 
Serumspiegeln, erhShte P1GF Serumspiegel eine Untergruppe von Patienten identifizieren, die 
an einem signifikant erhShten kardialen Risiko leiden (angepaBtes Gefahren-Verhaltnis 3,58 
[95% CI 1 ,48 - 7,72]; p = 0,001). 

Der pradiktive Wert von P1GF Serumspiegel ist unabhangig von Evidenz fur myokardiale 
Nekrose, wie durch den Troponin Serumspiegel bestimmt. Zuletzt identifizieren erhShte P1GF 
Serumspiegel nicht nur diejenigen Patienten mit akuten Brustschmerzen, die akute Koronar- 
syndrome entwickeln, sondem auch diejenigen Patienten, die an einem erhohten Risiko von 
wiederkehrender Instability nach der Entlassung von einem anfanglichen akuten Koronar- 
syndrom leiden. Daher kann das Messen des P1GF Serumspiegels nicht nur ein verlafiliches 
und wirksames klinisches Werkzeug fur die Identifizierung von Patienten mit hoch-Risiko 
Lasions-BUdung sein, sondem auch von andauernder vaskularer Entzttndung der Koronarzir- 
kulation. 



Die Rolle von P1GF als einem primaren Entzttndungsmarker von arteriosklerotischer LSsions- 
InstabiHtat kann gut durch seine gut dokumentierten pro-inflammatorischen Effekte in Tier- 
modellen von Arteriosklerose oder Arthritis erklart werden [15]. Obwohl PiGF zu der Familie 
von VEGF gehort, scheint seine atiopathogenetische RoUe eher mit der Entziindung als mit 
der Angiogenese zusammenzuhangen [15]. In der Tat, wahrend die VEGF-ErhOhung durch 
Hypoxie und die Erhdhung des VEGF-Serumspiegels als eine frflhe Anpassung des Myokards 
an den abnehmenden BlutfluB angesehen werden [20], wird PIGF nicht durch Hypoxie beein- 
trachtigt Oder herunter-reguiiert [21, 22]. In Cfbereinstirnmung mit diesen Daten, ergaben die 
Ergebnisse dieser Studie keine Korrelation zwischen dem PIGF Serumspiegel und dem Tro- 
ponin T Serumspiegel als ein Marker von myokardialer Nekrose, wohingegen der VEGF Se- 
rumspiegel positiv mit dem Troponin T Serumspiegel korrelierte. Obereinstimmend damit 
korrelierte PIGF nicht mit dem VEGF Serumspiegel. 

Daher scheint der PIGF Serumspiegel nicht durch myokardiale Nekrose beeintrachtigt zu 
werden. Im Gegenteil sind die VEGF Serumspiegel mit einer Erhohung von Troponin T, be- 
eintrachtigtem TIMI FluB, und klinischen Anzeichen von myokardialer Ischamie gekoppelt 
[23]. Der PIGF Serumspiegel als nicht sensitiv gegeniiber kleineren myokardialen Verletzun- 
gen kSnnte in Patienten mit akuten Koronarsyndromen spezifisch wichtig sein, von denen 
ungefahr ein Drittel bei Einlieferung positiv fur Troponin sind [24]. 

Ahnlich kSnnte eine myokardiale Verletzung auch den Wert des hsCRP Serumspiegels kom- 
promittieren, urn so den Ausgang in Patienten mit akuten Koronarsyndromen vorhersagen zu 
kfinnen. Als ein klassischer unspezifischer stromabwarts akute-Phase-Marker, sind die hsCRP 
Serumspiegel in Patienten mit myokardialer Verletzung erhSht, wie durch Troponin T Erh6- 
hung gemessen. Es ist gut etabliert, daB erhbhte Serumspiegel von hsCRP vor dem Auftreten 
eines Markers von myokardialer Nekrose in nahezu alien Patienten gefunden werden, in de- 
nen vor einem Infarkt eine instabile Angina auftritt [25]. Die Spezifitat von erhohtem hsCRP 
Serumspiegel, der eine verstarkte vaskulare Entziindung bestatigt, ist daher in Anwesenheit 
von myokardialer Verletzung sehr begrenzt. 

Daher k6nnen in Troponin-positiven Patienten erhehte hsCRP Serumspiegel lediglich ein 
erhohtes Risiko sekundar zu myokardialer Verletzung als ein Surrogatmarker fur Thrombem- 
boUe darstellen, die eher von einem aktiven thrombotischen ProzeB innerhalb der kulpriti- 
schen Lasion als einer andauernden vaskularen Entzttndung stammen. 
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Tatsachlich sind, wenn jeweils Troponin T und VEGF als Marker von myokardialer Nekrose 
und Ischamie in eine multivariante Analyse einbezogen werden, erhohte hsCRP Serumspiegel 
nicht langer fur eine erhohtes Risiko in Patienten mit akuten Koronarsyndromen pradiktiv. 

Noch wichtiger variiert die berichtete Pravalenz von erhfihtem hsCRP Serumspiegel in akuten 
Koronarsyndromen betrachtlich. (Mehr als 30% der Patienten mit schwerer instabiler Angina 
und mehr als 50% der Patienten mit einem akuten myokardialen Infarkt zeigen keine erhohten 
hsCRP Serumspiegel). Erhohte hsCRP Serumspiegel fehlen in mehr als 30 % von Patienten 
mit schwerer instabiler Angina und in mehr als 50 % von Denjenigen mit einem akuten myo- 
kardialen Infarkt, der nicht nach einer instabilen Angina folgt [6, 25], was eine wichtige Hete- 
rogenitat der Rolle von entziindlichen AuslSsern des klinischen Syndroms der koronaren In- 
stabilitat vermuten laBt [1]. Jedoch ist es auch gut etabliert, dalJ Individuen in ihrer systemi-. 
schen Antwort auf einen bestimmten entzttndlichen Stimulus variieren konnen [26, 27]. Die 
Zunahme in hsCRP oder IL-6, die in Antwort auf das durch Ballondilatation induzierte vas- 
kulare Trauma oder sogar durch unkomplizierte Herzkatheterisierung beobachtet wurde, kor- 
reliert linear mit Basislinien hsCRP oder Interleukin-6 Serumspiegel [26]. Zusatzlich ist die 
IL-6 Produktion durch Monozyten, die von Patienten mit instabiler Angina isoliert werden, 
signifikant in Patienten mit erhehtem hsCRP Serumspiegel erhSht, verghchen mit Patienten 
mit normalem hsCRP Serumspiegel [27]. Diese individellen Unterschiede im AusmaB der 
Antwort auf einen bestimmten entzundlichen Stimulus kSnnen eine genetische Ursache haben 
[28]. Unglucklicherweise schranken solche heterogenen Antworten die Brauchbarkeit von 
stromabwarts akute-Phase Reaktanten, wie zum Beispiel hsCRP, als entzundlichen Marker fur 
die Risikoabschatzung ein. Im Gegensatz dazu scheint P1GF ein direkter proximaler Stimulus 
fur entztindliche Prozesse innerhalb der GefaBwand zu sein [15]. Tatsachlich waren erhohte 
P1GF Serumspiegel extrem informativ spezifisch in Patienten mit akuten Koronarsyndromen, 
jedoch nicht nicht-erhOhte hsCRP Serumspiegel. In dieser Patientenkohorte, identifizierten 
erhOhte P1GF Serumspiegel eine Untergruppe von Patienten mit deutlich erhehtem kardialem 
Risiko, das ahnlich zu den durch erhShte Troponin Serumspiegel definierten hoch-Risiko Pa- 
tienten war- Daher k6nnen erhohte P1GF Serumspiegel in der Tat einen primSren entzQndli- 
chen Anzeiger koronarer Instabilitat darstellen. 

Weiterhin k6nne, weil die pro-inflammatorischen Effekte von P1GF spezifisch durch Blockie- 
ren seines Rezeptors Flt-1 inhibiert werden kSnnen, diese Ergebnisse auch einen Ansatz fur 



ein neues anti-inflammatorisches therapeutisches Target in Patienten mit koronarer arterieUer 
Erkrankung zur Verfugung stellen [29]. 

Zusammenfassend laBt sich sagen, daB die vorliegende Studie die bedeutende und unabhangi- 
ge Rolle von P1GF als einen Marker fur die diagnostische und therapeutische Risikostratifizie- 
rung dokumenliert. Das erhohte kardiale Risiko von Patienten mit hohen P1GF- 
Konzentrationen, die eine Standardtherapie mit Heparin und Aspirin erhielten, wurde durch 
den Glycoprotein Ilb/nia-Rezeptorantagonisten Abciximab aufgehoben. Die kombinierte 
Verwendung von Troponinen und P1GF, welche beide wesentiiche Bestandteile der Patho- 
physiologie bei Patienten mit akuten Koronarsyndromen darstellen, tiefert wichtige Einblicke 
in die Aktivitat der Erkrankung, dem kardiologischen Risiko und der Wirksamkeit einer Be- 
handlung mittels Glycoprotein Ilb/IIIa-Hemmung durch Abciximab, welche der. Verwendung 
eines einzelnen Markers uberlegen ist. 

Zusammenfassend stellt der P1GF Serumspiegel einen wirksamen und verlaBlichen Biomarker 
der vaskularen Entziindung und negativem Ausgang in Patienten mit akuten Koronarsyndro- 
men dar. Ein Messen der P1GF Serumspiegel erweitert die von herkommlichen entzOndlichen 
Markem in akuten Koronarsyndromen erhaltene pradiktive und prognostische Information 
signiflkant. 

Die Erfindung soil nun im folgenden anhand votf Beispielen unter Bezugnahme auf die beige- 
fugten Figuren naher erlautert werden, ohne jedoch dadurch begrenzt zu werden. In den Figu- 
ren zeigt: 

Figur 1 den Zusammenhang zwischen P1GF und hsCRP als einem stromabwarts akute-Phase 
Reaktanten (n = 1088). 

Figur 2 jeweils die P1GF und hsCRP Serumspiegel, gemaB dem.Basislinien Troponin T Sta- 
tus (n = 1088). 

Figur 3 den Zusammenhang zwischen der Serumkonzentration an P1GF und der Haufigkeit 
eines kardialen Ereignisses nach 24 Stunden, 72 Stunden, 30 Tagen und 6 Monaten in der 
Patientengruppe, die ein Placebo erhalten hatte (n = 547). Der Bereich der P1GF- 
Konzentrationen war wie folgt: unterhalb von gleich zu 13,3 ng/1 (1. Quintil), 13,4 bis 19,2 
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ng/1 (2. Quintil), 19,3 bis 27,3 ng/1 (3. Quintil), 27,4 bis 40,0 ngA (4. Quintil), und oberhalb 
40,0 ngA (5. Quintil). Die Unterschiede in den Raten eines Vorkommens zwischen den Quar- 
tilen waren signifikant bei 30 Tagen (p 0,001) und 6 Monaten (p < 0,001) anschliefiender 
Untersuchung. 

Figur 4 Receiver-Operating-Charakteristia Kurvenanalyse fur den prSdiktiven Wert von P1GF 
Serumspiegeln fur das Auftreten von Mortality oder mcht-t6dlichem Myokardinfarkt bei 6 
Monaten Nachuntersuchung. 

Figur 5 eine Darstellung nach Kaplan-Meier der kumulativen Inzidenz von Myokardinfarkt 
mit todlichem oder nicht-t6dlichem Ausgang nach 72 Stunden (a) und 6 Monaten (b) gemaB 
den Base Zme-Werten der PIGF-Serumspiegel (diagnostischer Schwellenwert 27,0 ngA; n = 
547). 

Figur 6 den pradiktiven Wert von P1GF fur die Inzidenz von Myokardinfarkt mit tedlichem 
oder nicht-todlichem Ausgang nach hsCRP Serumspiegeln (a) und Troponin T Serumspiegeln 
(b). Diagnostische Schwellenwerte waren 27,0 ngA fur P1GF, 0,1 ugA fttr Troponin T und 10 
mg/1 fiir hsCRP; n = 547). 

Figur 7 den pradiktiven Wert von Entlassungs-PIGF Serumspiegeln fttr das Patientenergebnis 
bei 6-Monaten Nachuntersuchung. Patienten mit erhohten P1GF Serumspiegeln unterlagen 
einem hoheren kardialen Risiko, mit einer Auftrittsrate von 7,4 %, verglichen mit 2,2 % fur 
Patienten mit P1GF Serumspiegeln unterhalb von 27,0 ngA (p = 0,005). 

Beispiele 

P1GF wurde ursprunglich in der Plazenta identifiziert [16] und stimuUert vaskulares glattes 
Muskelwachstum, rekrutiert Makrophagen in arteriosklerotischen LSsionen, reguliert die Pro- 
duktion von TNF-a und MCP-1 durch Makrophagen hoch und stimuliert die pathologische 
Angiogenese [15]. Weit wichtiger, von der Inhibierung der Effekte von P1GF durch Blockie- 
ren seines. Rezeptors Tyrosinkinase Fit- 1 wurde experimenteU gezeigt, daB dies sowohl arte- 
riosklerotisches Plaque-Wachstum als auch die Verwundbarkeit durch die Inhibierung der 
entzttndlichen Zellinfiltration unterdrttckt [15]. Diese Daten lassen vermuten, daB P1GF viel- 
leicht als ein primarer inflammatorischer Anzeiger der arteriosklerotischen Plaque-Instabilitat 
dient. 
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Daher wurde die prognostische Signifikanz von P1GF in Patienten mit akuten Koronarsyn- 
dromen unter der Verwendung der Daten der Patienten mit akuten Koronarsyndromen, die in 
die CAPTURE Untersuchung aufgenommen wurden (c7E3 „Anti Platelet Therapy in Unsta- 
ble Refractory angina"), verwendet, und dann die diagnostische und prognostische Signifi- 
kanz in einer groBen Patientenpopulation, die mit Schmerzen in der Brust eingeliefert wurden, 
vorlaufig validiert. Die P1GF Serumspiegel wurden in 1088 Patienten mit akuten Koronarsyn- 
dromen aus der CAPTURE Untersuchung gemessen. Weiterhin wurde die diagnostische und 
prognostische Signifikanz von P1GF Serumspiegeln in einer heterogenen Gruppe von 619 
Patienten mit akuten Schmerzen in der Brust vorlaufig validiert. Die Inzidenz von Myokard- 
infarkt mit tSdlichem oder nicht-todlichem Ausgang wurde wShrend der Folgezeit aufge- 
zeichnet. 

Material und Methoden 

1. Patienten 

Aufbau des Sets von Patienten mit akuten Koronarsyndromen. Die CAPTURE-Studie regi- 
strierte 1265 Patienten mit akuten Koronarsyndromen (61% mannlich, im Alter von 61 ± 10 
years). Alle CAPTURE-Patienten klagten iiber wiederkehrende Brustschmerzen im Ruhezu- 
stand, assoziiert mit EKG-Anderungen wahrend einer Behandlung mit intravenosem Heparin 
und Glycerintrinitrat. Die gesamte Patientenpopulation wurde vor der Randomisierung einer 
Koronarangiographie unterzogen, die das Auftreten einer deutlichen koronaren Arteriener- 
krankung mit auslSsenden Lasionen von > 70 %, die fur eine Angioplastie geeignet waren, 
signifikant aufzeigte. Heparin von vor der Randomisierung bis mindestens 1 h nach der PTCA 
Prozedur verabreicht. Bei alien Patienten waren innerhalb von 18 bis 24 Stunden nach Beginn 
der Behandlung koronare Interventionen vorgesehen. Die Patienten wurden einer Behandlung 
durch Abciximab oder Placebo zufallsverteilt zugeordnet. Primare Endpunkte der Studie wa- 
ren Mortality und nicht-fataler Myocardinfarkt wahren der 6-Monate Nachuntersuchungs- 
Periode [17]. Serumproben wurden 8,7 [75% CI 3,6-11,3] Stunden nach Einsetzen der Sym- 
ptome entnommen. 

2. Validierung von Patienten mit akutem Brustschmerz 

Eine separate Gruppe von 626 Patienten mit Brustschmerz (161 Frauen und 465 Manner, 
mittleres Alter 61 [38-82] Jahre), die in fortlaufender Reihe mit akutem Brustschmerz, der 
weniger als 12 Stunden (im Mittel 5,1 [2,1-10,4] Stunden) andauerte, in die Notaufhahme 
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kamen, wurden als Set erstellt. Nicht berttcksichtigt wurden Patienten mit einer charakteristi- 
schen ST-Hebung im Basis-EKG bzw. einem dokumentierten akuten Myokardinfarkten wah- 
rend der vorangegangenen 2 Wochen. Serumproben wurden zum Zeitpunkt der Aumahme 
(vor Beginn der Behandlung) und 4 Stunden spater gewonnen, auf Eis gehalten, innerhalb von 
20 Minuten nach Probennabme zentrifugiert und zur spateren Analyse bei -80°C gelagert 
Die Patienten wurden bis zu ihrer Entlassung aus dem Krankenhaus und 30 Tage danach be- 
obachtet, urn tSdliche und nicht-todliche Myokardinfarkte zu verzeichnen. Das Vorhanden- 
sein einer koronaren Arterienerkrankung wurde durch eines der folgenden Kriterien nachge- 
wiesen: EKG-Anzeichen auf eine Myokard-Ischamie (neue Anderungen in der ST-Strecke 
oder Inversion der T-Welle), eine koronare Herzerkrankung in der Anamnese (Myocardin- 
farkt oder koronare Revaskularisierung, ein positiver Belastungstest oder Einengung des 
Durchmessers einer Hauptkoronararterie urn mindestens 50% in einem frttheren Angio- 
gramm). Patienten ohne koronare Herzerkrankung hatten ein normales Koronar-Angiogramm 
aufzuweisen. 

Primare Endpunkte der Studie waren Mortalitat, Myokardinfarkt oder die Notwendigkeit zu 
sofortiger Intervention (Angioplastie, Bypow-Operationen der Koronararterie) aufgrund einer 
Instability wahrend 30 Tagen oder 6 Monaten. Bei Patienten, die wahrend des Krankenhaus- 
aufenthalts einen Herzinfarkt erUtten hatten, wurde ein solcher diagnostiziert, wenn ibxe 
Werte der Kreatinkinase-Enzymaktivitat in mindestens zwei Proben mebr als dreimal so hoch 
waren wie die obere Grenze des Normalbereichs oder wenn ihr EKG neue deutiiche Q- 
Zacken in mehr als zwei aufeinanderfolgenden IntervaUen aufwiesen. Diese strikte Definition 
wurde gewahlt, urn jeden unbedeutend geringen Anstieg der Kreatmkinase nach PTCA auszu- 
schUefien. Bei Patienten mit einem Myokardinfarkt nach der Entlassung wurde ein solcher 
. definiert, wenn ihre Werte der Kreatinkinase-Enzymaktivitat mehr als doppelt so hoch waren, 
wie die obere Grenze des Normalbereichs oder wenn ihr EKG neue deutiiche Q-Zacken in 
zwei oder mehr aufeinanderfolgenden IntervaUen aufwies. Der sekundare Endpunkt war die 
symptomatische koronare Restenose der behandelten Lasion mit einem Stenosedurchmesser 
£ 70% und die Notwendigkeit zu wiederholter Revaskularisierung wahrend der nachfolgen- 
den 6 Monate. 

3. Biochemische Analyse 

Serumproben wurden zentral bei -80°C gelagert. Die Bestimmung der kardialen Marker wur- 
de in Unkenntnis der Krankengeschichte der Patienten und der angeordneten Behandlung im 
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Forschungslabor der Universitat Frankfurt durchgefuhrt. Die Serumspiegel von PIGF und 
VEGF wurden mittels ELISA (R&D Systems, Wiesbaden) gemessen. Zur Quantifizierung 
von kardialem Troponin T (TnT) wurde ein Em-Schritt-Enzym-Immuntest auf der Grundlage 
der Elektrochemilumineszenz-Technologie (Elecsys 2010, Roche Diagnostics) verwendet. 
Hoch-sensitives C-reaktives Protein (hsCRP) wurde mit Hilfe des Behring BN H Nephelo- 
meters (Behring Diagnostics) gemessen. Ein diagnostischer Schwellenwert von 10,0 mg/1 
wurde verwendet [9, 18]. 

4. Quantitative Begtimmnng von PIGF 

Die PIGF-Konzentration wurde unter Verwendung der Sandwich-Enzym-Immuntest-Technik 
(R&D Systems, Wiesbaden) bestimmt. Eine Mikrotiterplatte wurde mit einem polyklonalen 
Antikorper, der spezifisch gegen PIGF gerichtet war, beschichtet. Standards und Proben wur- 
den in die Napfe pipettiert und vorhandenes PIGF wurde durch den immobilisierten Antik5r- 
per gebunden. Nachdem nicht-gebundenes Material weggewaschen worden war, wurde ein 
Enzym-gekoppelter polyklonaler AntikSrper, der spezifisch gegen PIGF gerichtet war, zu den 
Napfen gegeben. Nach einem Waschschritt, urn nicht gebundenes Antikorper-Enzym- 
Reagenz wegzuwaschen, wurde eine Substrat-Losung zu den Napfen gegeben, und die Farbe 
entwickelte sich im Verhaltnis zur Menge an PIGF, die im ersten Schritt gebunden wurde. Die 
Farbentwicklung wurde abgestoppt und die Farbintensitat wurde gemessen. 

5. Statistische Verfahren 

Nach einer blinden Beurteilung der biochemischen Marker wurden die Testergebnisse mit der 
Datenbank abgeglichen. Urn Patienten mit verschiedenen Graden eines kardiologischen Risi- 
kos unterscheiden zu k6nnen, wurde eine orientierende Datenanalyse gewahlt. Das Cox Pro- 
portional-Hazards Regression Model wurde verwendet, urn das relative Risiko fur kardiovas- 
kulare Vorkommnisse abzuschatzen, und die Patienten wurden gemaB der P1GF- 
Konzentration der Quintilen eingeteilt [19]. Die Post-hoc Analyse der Quintilen wurde unter 
Verwendung des Cox Proportional-Hazards Regression Model mit den PIGF Quintilen als 
eine kategorische Variable durchgefuhrt, und Patienten in dem ersten Quintil dienten als Re- 
ferenz. Receiver Operating Characteristics (ROC) Curve Analysis tiber den dynamischen 
Bereich des PIGF-Tests wurde verwendet, urn die Schweuenkonzentration fur PIGF zu identi- 
fizieren, die den hSchsten Vorhersagewert fur die Risikostratifikation von Patienten mit aku- 
ten Koronarsyndromen lieferte. Der Effekt der Basislinien-Charakteristika (wobei p = 0,10 
erforderlich war, um eine Variable in das Model einzubringen) und anderer biochemischer 
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Marker auf jede beobachtete Zusammenhange zwischen P1GF Spiegeln und kardiovaskularen 
Vorkommnissen wurde unter der Verwendung schrittweiser Cox Proportional-Hazards Re- 
gression Model durchgefuhrt. Alle Ergebnisse der kontinuierlichen Variablen sind als Mittel ± 
Standardabweichung ausgedrQckt. Der Vergleich zwischen den Gruppen wurde durch einen t- 
Test (zweiseitig) analysiert. Der Vergleich von kategorischen Variablen wurde durch den 
Pearson x 2 Test generiert. p-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet. Alle 
Analysen. wurden mit SPSS 1 1 .0 (SPSS Inc., Chicago) durchgefuhrt 

tteispiel 1; Zusammenhapg rwischen ka rdialem Risiko und PIGF-Konzentration 

Die Ausgangscharakteristika der fur diese Studie ausgewahlten Population (n = 1088, 86% 
der CAPTURE-Patienten) unterschied sich nicht von der Gesamtpopulation der Studie im 
Hinblick auf Alter, Geschlecht, kardiovaskulares Risikoprofil und begleitende Behandlung 
vor und nach der zufalligen Auswahl. Die Reduktion kardialer Ereignisse in der Abciximab- 
Gruppe der Population war mit der gesamten CAPTURE-Population vergleichbar sowohl vor 
PTCA (2,2% Placebo versus 0,9% Abciximab; p = 0,07), als auch nach PTCA (7,9% versus 
3.5%; p = 0,001), und bei 30 Tagen (9,0% versus 4,2%; p = 0,001) [17]. 

P1GF war in den Base Zine-Serumproben von 95,6 % der Patienten der Studie, mit einem 
Mittelwert von 23,0 ng/1 (Bereich 7,0-181,2) nachweisbar. Der P1GF Serumspiegel korrelierte 
nicht mit den gemessenen Konzentrationen an Troponin T (r = 0,14) und VEGF Spiegeln (r = 
0.07), zeigte jedoch eine signifikante Korrelation mit hsCRP Serumspiegeln (r - 0.48) (Fig. 
1). Der P1GF Serumspiegel unterschied sich nicht zwischen Troponin T-positiven und Tropo- 
nin T-negativen Patienten, wohingegen die hsCRP Serumspiegel in Troponin T-positiven 
Patienten signifikant hSher waren (Fig. 2). Die Patienten der Placebo-Gruppe (n=547) wurden 
nach ihren gemessenen P1GF Serumspiegeln in Quintile eingeteilt: Jewells (P1GF 1) < 13,3 
ng/1 n = 109), (P1GF 2) 13,4-19,2 ng/1 (n = 110), (P1GF 3) 19,3-27,3 ng/1 (n = 110), (P1GF 4) 
27,3-40,0 ng/L (n = 109), und (P1GF 5) > 40,0 ng/1 (n - 109). Wahrend der ersten 24 Stunden 
waren die kombinierten Endpunkte Mortality und nicht-todlicher Myokardinfarkt zwischen 
den PIGF-Quintilen nicht unterschiedlich (p - 0,11) (Fig. 3). Zu spateren Zeitpunkten (72 
Stunden, 30 Tage, 6 Monate) zeigten die Vorkommnis-Raten signifikante Unterschiede zwi- 
schen den P1GF Quintilen. Bei 72 Stunden Nachfolgeuntersuchung, waren die Vorkommnis- 
Raten in der vierten und funften Quintile signifikant hSher, wenn mit der ersten Quintile ver- 
glichen (jeweils p = 0,038 und p = 0,01 1). Wahrend der anschUefienden 6 Monate Nachfolge- 
untersuchung, divergierten die Vorkommnis-Raten weiter, was zu signifikanten Unterschie- 
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den fur die vierte und filnfte Quintile bei 30 Tagen (jeweils p = 0,005 und p = 0,017) und 6 
Monate Nacbfolgeuntersuchung (jeweils p = 0,002 und p = 0,001) fiihrte. 

Die receiver operating characteristics Kurven-Analyse bestatigte einen Schwellenwert von 
27,0 ng/1 fur den maximierten Vorhersagewert von P1GF (Fig. 4). Auf der Grundlage diese 
Schwellenwertes, wiesen 223 Patienten (40,8 %) P1GF Serumspiegel oberhalb oder gleich zu 
27,0 ng/1 auf, und 324 Patienten unterhalb von 27,0 ng/1. Wie Tabelle 1 zeigt, traten geringe 
Unterschiede in den Ausgangscharakteristika der beiden Gruppen auf. Patienten mit erhohten 
P1GF Serumspiegeln waren haufiger Diabetiker und wiesen Bluthochdruck auf und hatten 
signifikant h6here hsCRP Serumspiegel (Tabelle 1). Bei Patienten mit hohem P1GF Serum- 
spiegel, waren die kombinierten Endpunkte tSdlicher und nicht-todlicher Myokardinfarkt si- 
gnifikant verscbieden von Patienten mit niedrigem P1GF Serumspiegel. Nach 72 Stunden 
(einschlieBlich koronarer Interventionen bei alien Patienten) hatten 12,1 % der Patienten mit 
hohem P1GF Serumspiegel ein negatives Ereignis, verglichen mit 4,9 % fur Patienten mit 
niedrigem P1GF Serumspiegel (p = 0,002) (Fig. 5a). Wahrend der 6-monatigen Folgezeit di- 
vergierten die Kurven, welche die Haufigkeit eines Ereignisses anzeigen zwischen Patienten 
mit hohen bzw. niedrigen P1GF Serumspiegeln weiter (Fig. 5b). Signifikante Unterschiede 
gab es sowohl nach 30 Tagen (15,8 % versus 3,6 %; p = 0,001) als auch nach 6 Monaten 
(20,3 % versus 4,9 %; p < 0,001). Trotz der relativ niedrigen Mortality der CAPTURE- 
Gruppe unterschied sich die Endpunktmortalitat nach 6 Monaten signifikant zwischen den 
beiden Gruppen (4,0 % versus 0,9 %; p = 0,021). In a multivarianten Analyse, die Basislinie 
Charakteristika und biochemische Marker (Troponin T, VEGF, hsCRP), verblieb P1GF als ein 
unabhangiger wirksamer Pradiktor erhohten kardialen Risikos sowohl- bei 30 Tagen Nacbfol- 
geuntersuchung (eingestelltes Gefahren-Verhaltnis 3,34 [95 % CI 1,79 - 6,24]; p < 0,001) und 
bei 6 Monaten Nacbfolgeuntersuchung (eingestelltes Gefahren-Verhaltnis 3,58 [95 % CI 1,48 
- 7,72]; p < 0,001) (Tabelle 2). Aufteilen der Patienten in vier Gruppen, basierend auf ihren 
P1GF und hsCRP Spiegeln ergab, daB P1GF eine Untergruppe von Patienten mit niedrigen 
hsCRP Serumspiegeln identifizierte, die an einem signifikant erhShten kardialen Risiko Utten. 
Patienten mit niedrigem hsCRP Serumspiegel, jedoch P1GF Serumspiegeln oberhalb 27,0 ngA 
wiesen ein signifikant hSheres Risiko auf, als Patienten, die niedrige Spiegel filr sowohl 
hsCRP und P1GF aufwiesen (23,6 % versus 3,9 %; p = 0,001) (Fig. 6a). 

Weiterhin war der pradiktive Wert von P1GF unabhangig von myokardialer Nekrose. Hohe 
P1GF Serumspiegel zeigten ein erhShte kardiales Risiko sowohl in Troponin T-positiven Pati- 
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enten (15.4 % versus 4.1 %; P=0.005) als auch in Troponin T-negativen Patienten an (26,1 % 
versus 10,1 %; p - 0,001) (Fig. 6b). 

Beispiel 2: Wirkung von Abcfadmab im Hinblick auf PIGF -Serumspiegel 

Eine logistische Regressionsanalyse wies auf einen Grenz-signiflkanten Zusammenhang zwi- 
schen der Wirksamkeit einer Behandlung mit Abciximab und der PIGF-Konzentrationen hin 
(p = 0,043). Patienten mit erhohten P1GF Serumspiegeln, die Abciximab erhielten hatten ein 
signifikant geringeres Risiko bei 30 Tage Nachfolgeuntersuchung (eingestelltes Gefahren- 
Verhaltnis 0,38 [0,19 - 0,74]; p - 0,005). Dieser signifikante Unterschied wurde bei 6 Mona- 
ten Nachuntersuchung (0,57 [0,34 - 0,96]; p « 0,037) beibehalten. Im Unterschied dazu er- 
hielten Patienten mit niedrigen P1GF Serumspiegeln keinen signifikant therapeutischen Vor- 
teil von einer Behandlung mit Abciximab (30 Tage Nachfolgeuntersuchung: eingestelltes Ge- 
fahren-Verhaltnis 0,59 [0,27 - 1,33]; p - 0,23). 

Beispiel 3: Entlassungs P1GF Serumsniegel sind filr den Lanezeitausgang pradiktiv 
Eine zweite Blutprobe, die vor der Entlassung abgenommen wurde (7,2 ± 4,5. Tage nach Ran- 
domisierung), war fur 489 Patienten der 547 Placebo-Patienten erhaltlich (89,4%). Die P1GF 
Serumspiegel nahmen von einem Mittel von 27,12 ± 19,56 ng/1 bei Basislinie auf 23,4 ± 26,2 
ng/1 bei Entlassung ab (p = 0,012). Filr Patienten mit einem P1GF Serumspiegel oberhalb 27,0 
ng/1 bei Entlassung war das Auftreten von Mortalitat und nicht-fatalem myokardialem Infarkt 
signifikant h6her, wenn mit Patienten mit niedrigem P1GF Serumspiegel verglichen, sowohl 
bei 30 Tage (4,6 % versus 0,8 %; p = 0,019) und 6 Monate Nachfolgeuntersuchung (7,4 % 
versus 2,2 %; p - 0,005) (Fig. 7). 

Beispiel 4: Validierung des PlGF-Schwellenwerts in Patienten mit akuten Brust- 
schmerzen 

Von 626 Patienten mit akuten Brustschmerzen, Utten 308 Patienten an einem akuten Koronar- 
syndrom (117 Patienten hatten einen nicht-ST-Erh6hungs myokardialen Infarkt). Die anderen 
Patienten wurden den folgenden Diagnosen zugeteilt: n - 91 stabile Angina, n = .10 pulmona- 
re Embolie, n = 1 1 kongestives Herzversagen, n = 7 Myokarditis, und n - 199 kein Hinweis 
auf Herzerkrankung. Die P1GF Serumspiegel waren in Patienten mit akuten Koronarsyndro- 
men signifikant erhQht (Mittel 28,3 [95 % CI 21,3 - 2,2] ng/1), wenn jeweils mit Patienten mit 
stabiler Angina verglichen (Mittel 16,2 [95 % CI 13,8 - 18,6 ng/1; p = 0,001), und Patienten 
ohne Anzeichen auf Herzerkrankung (Mittel 9,6 [95 % CI 10,4 - 12,9 ng/1; p = 0,001). Die 
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P1GF Serumspiegel in Patienten mit nicht-ST-Erh6hungs myokardialem Infarkt unterschieden 
sich nicht signifikant von P1GF Serumspiegeln in Patienten mit instabiler Angina (30,5 [95 % 
CI 26,9 - 34,1] versus 28,3 [95 % CI 21,3 - 32,2] ng/1; p = 0,42) Die 97,5 Prozent obere Re- 
ferenzgrenze in Patienten ohne Hinweis auf Herzerkrankung war 24,9 ng/1 und die 99 Prozent 
obere Referenzgrenze war 27,3 ng/1. Der P1GF Serumspiegel korrelierte nicht mit Markem 
der Nekrose (Troponin T [r - 0,07]), korrelierte jedoch signifikant mit Entzundungsmarkern 
(C-reaktivem Protein [r = 0,43]). 

In Patienten mit akuten Koronarsyndromen, wiesen 44,8 % der Patienten P1GF Serumspiegel 
oberhalb der 99 Prozent obere Referenzgrenze auf. Unter der Verwendung des Schwellen- 
werts fur P1GF von 27,0 ng/1, unterlagen Patienten mit erhohtem P1GF Serumspiegel einem 
signifikant hQheren Risiko fur Tod und myokardialem Infarkt (eingestelltes Gefahren- 
Verhaltnis 2,97 [95 % CI 1,74 bis 9,06; p = 0,014). Innerhalb der gesamten heterogenen Po- 
pulation von Patienten mit Brustschmerzen identifizierte der Schwellenwert von 27,0 ng/1 
auch zuverlassig Patienten, die dem hSchsten Risiko ftir Tod und myokardialem Infarkt aus- 
gesetzt waren (eingestelltes Gefahren-Verhaltnis 4.95 [95 % CI 2.50 to 9.79; P0.001). 

Zusammenfassung der Beispiele 

In Patienten mit ACS, korreliert P1GF nicht mit VEGF, Troponin T, und ST-Segment Veran- 
derungen, zeigte jedoch eine signifikante Korrelation mit hsCRP (p - 0,001). Patienten mit 
erhohtem P1GF Serumspiegel (> 27,0 ng/1; 40,8 %) erfuhren ein erheblich erhShtes kardiales 
Risiko (Tod und nicht-fataler myokardialer Infarkt) sowohl bei 30 Tagen (eingestelltes Gefah- 
ren-Verhaltnis 3,34 [95 % CI 1,79 - 6,24]; p = 0,001) und bei 6 Monaten (eingestelltes Gefah- 
ren-Verhaltnis 3,58 [95 % CI 1,48 - 7,72]; p = 0,001) nach ACS. Die P1GF Serumspiegel wa- 
ren spezifisch in Patienten mit niedrigen hsCRP Spiegeln informativ. Die vorlaufige Validie- 
rung in Patienten mit akuten Brustschmerzen ergab, daB P1GF Serumspiegel > 27 ng/1 identi- 
fizierte zuverlassig diejenigen Patienten, die dem hochsten Risiko fur Tod und myokardialem 
Infarkt (eingestelltes Gefahren-Verhaltnis 4,95 [95 % CI 2,50 bis 9,79; p = 0,001) ausgesetzt 
waren. Das erhohte Risiko in Patienten mit high P1GF Serumspiegel wurde durch die Be- 
handlung mit dem Glycoprotein fib/ma Rezeptorinhibitor Abciximab verringert (eingesteUtes 
Gefahren-Verhaltnis 0,38 [0,19 - 0,74]; p = 0,005). 
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Tabelle 1 : Base Z we-Charakteristika gemaB dem P1GF Status fur die Placebogruppe des 

CAPTURE Versuchs (n = 547) 





P1GF niedrig 


P1GF hoch 


p-Wert 


n 


324 


223 




mannlich 


71,4% 


69,2 % 


0,34 


Alter 


61,4 ±10,5 


62,3 ± 10,5 


0,32 


TroDonin T > 0,1 ug/1 


33,8 % 


40,4 % 


0,12 


ppp > 1 n 0 ii a/1 


29,1 % 


67,7 % 


< 0,001 


o l -oegnienL ueprcooiuu 


46 0 % 


52,1 % 


0,18 


T-Wellen Inversion 


51,4 % 


52,1 % 


0,93 


• vorge semen Le.vuii 








' /\ngJJla *t W 


55,3 % 


57,4 % 


0,64 


IHIaTKI ^ JU J. agC 


12,5 % 


13,6 % 


0,84 


Infarkt > 30 Tage 


20,3 % 


20,4 % 


0,97 


PTC A 


16,5 %. 


18,4% 


0,56 


CABG 


3,2 % 


3,7 % 


0,88 












8,2% 


12,5% 


0,034 . 


Bluthochdruck 


33,4 % 


39,9 % 


0,019 


akuter Raucher 


39,6 % 


41,8 % 


0,48 


Medikation vor Registrierung 








k Aspirin 


97,9 % 


98,1% 


1,00 


f Heparin Lv. 


99,0 % 


98,9 % 


0,98 


Nitrate i.v. 


99,4 % 


99,3 % 


1,00 


Beta-Blocker 


63,5 % 


62,9 % 


0,91 
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Tabelle 2: Multivariates Cox proportionales-Gefahreii-Regressionsmodell fur tSdlichen 
und nicht-tddlichen Myokardinfarkt innerhalb der ersten 6 Monate der Nach- 
untersuchung, abgeleitet von der Placebogruppe der CAPTURE Untersuchung 

Variable eingesteUtes Ge- 95% CI p-Wert 

fahren-Verhaltnis 

Geschlecht W 0,72 bis 1,68 ~^38 

Alter > 65 Jahre 1,22 0,65 bis 1,47 0,50 

Diabetes mellitus 1,22 0,83 bis 1,49 .0,61 

Hypercholesterinarnie 0,90 0,68 bis 1,13 0,59 

AkuterRaucher 0,66 0,42 bis 1,25 0,18 

Bluthochdruck 1,04 0,91 bis 1,25 0,95 

Geschichte einer Koronar- 0,86 0,65 bis 1,19 0,72 
Revaskularisierung 

ST-Senkung . 0,96 0,55 bis 1,42 0,81 

hsCRP>10,0mg/l 0,95 0,62 bis 1,57 0,88 

Troponin T > 0,1 ug/1 1,76 0,98 bis 3,46 0,084 

VEGF>300ng/l 2,16 1,05 bis 4,11 0,031 

PlGF>27,0ng/l 3,58 1,48 bis 7,72 < 0,001 
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Patentanspniche 

1 . Verfahren zur Analyse von biologischen Proben in Zusammenhang mit kardiovaskula- 
ren Erkrankungen, wobei das Verfahren folgende Schritte umfaBt: 

(a) Gewinnung einer zu untersuchenden biologischen Probe von einem Patienten; 

(b) Inkubieren der Probe mit einem oder mehreren Molekttlen, die spezifisch an P1GF 
binden; 

(c) Nachweisen und/oder quantifizieren von P1GF in der Probe unter Verwendung immu- 
nologischer Methoden; und 

(d) Vergleichen des fur die zu untersuchende Probe erhaltenen Ergebnisses. mit einem 
Referenzwert und/oder dem Ergebnis einer Referenzprobe. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die zu untersuchende Probe und/oder die Refe- 
renzprobe aus einem Saugetier, insbesondere aus dem Menschen, stammt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die zu untersuchende Probe ausgewahlt ist 
aus der Gruppe bestehend aus peripherem Blut oder Fraktionen davon und Zellkultur- 
Suspensionen oder Fraktionen davon. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei die zu untersuchende Probe Serum ist. 

5. Verfahren nach Anspruch 3, wobei dem peripheren Blut ein Gerinnungshemmer, ins- 
besondere Heparin, zugesetzt wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei die an P1GF bindenden Molekflle 
ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus anti-PlGF-Antikorpern oder Teilen da- 
von und PIGF-Rezeptoreh oder Teilen davon. 

7. Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Antikorper, Teile oder Fragmente davon poly- 
klonale Antik5rper, monoklonale Antikorper, Fab-Fragmente, scFv-Fragmente und 
Diabodies umfassen. 



Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei P1GF und/oder die an P1GF bin- 
denden Molekiile in L6sung oder Matrix-immobilisiert vorliegen. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei die an P1GF bindenden Molekttle 
an eines oder mehrere Nachweisgruppen aus der Gruppe bestehend aus Fluorescein- 
thioisocyanat, Phycoerythrin, einem Enzym und magnetisches Bead gekoppelt sind. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, wobei die an P1GF bindenden MolekOle 
mit einem AnukSrper, an den eine oder mehrere Nachweismolekule gekoppelt sind, 
nachgewiesen werden. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, wobei die immunologischen Verfahren 
ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus Sandwich-Enzym-Immuntest, ELISA 
und Festphasen-Immuntests. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, wobei der Referenzwert > 24,9 ng/1, 
und insbesondere > 27,0 ng/1 bis > 27,3 ng/1 betragt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, wobei die kardiovaskularen Erkran- 
kungen ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus stabiler und instabiler Angina, 
Myokardinfarkt, aktuem Herzsyndrom, koronarer Arterienerkrankung und Herzinsuf- 
fizienz. 

Diagnostischer Kit, umfassend Mittel zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem 
der Anspruche 1 bis 13, gegebenenfalls zusammen mit weiteren Komponenten 
und/oder Hilfsstoffen. 

Diagnostischer Kit nach Anspruch 14, umfassend Gold-markierte polyklonale Maus- 
IndikatorantikSrper, biotinylierte polyklonale NachweisantikSrper und eine Testvor- 
richtung, umfassend ein Fiberglas-Vlies. 

Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 13 zur Diagnose 
und/oder Prognose kardiovaskulfirer Erkrankungen und/oder zur Oberwachung von 
deren Therapie. 



Verwendung nach Anspruch 16, wobei die Therapie die Verabreichung von Inhibito- 
ren des Flt-1-Rezeptors umfaflt. 

Verwendung nach Anspruch 16 oder 17, wobei die Therapie die Verabreichung eines 
Glycoprotein nb/IIIa-Inhibitors umfaflt, insbesondere Abciximab. 
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Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft Plazentalen-Wachstumsfaktor (P1GF) einen neuen Marker der vaskula- 
ren Entzttndung als Werkzeug zur Diagnose und deren Prognose in Patienten mit kardiovas- 
kularen Erkrankungen. Der Marker dient weiterhin als ein Werkzeug, das die Auswahl von 
Wirkstoffen zur Behandlung solcher Erkrankungen erleichtert und schlieBlich als Ansatz- 
punkt ftir die Behandlung von kardiovaskularen Erkrankungen. Weiterhin betrifft die Erfin- 
dung die Erstellung eines individuellen Risikoprofils von negativen Vorgangen, die mit dem 
Fortschreiten der Arteriosklerose zusammenhangen. 
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